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(57) Abstract 

The invention concerns a novel highly sensitive membrane sensor which, in particular using a novel membrane structure. Either 
the interaction between lipid layers is reinforced, using the reaction between organoboron compounds, and/or stable lipids of the general 
formulae according to figure 4 are used. This novel sensor is designed as a hybridization-controlled membrane channel biosensor. The 
membrane channel biosensor uses the bonding of DNA and RNA to an immobilized catcher oligonucleotide to control a membrane channel. 
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Neuartige Membranen und Membran-DNA/RNA-Sensoren 



Die Erfindung bezieht sich auf die Konstruktion eines Membran-basierenden Sensortyps, 
weicher durch Verwendung neuartiger Membran- und Membran-Traeger-Systeme und/oder 
durch Nutzung der Nukleinsaeure-Hybridisierung zum Bau von insbesondere DNA- und 
RNA-Sensoren geeignet ist 

Als Nachweissysteme fur beliebige bioiogische Molekule sind Enzymsensoren bekannt, die 
die katalytische Wirkung von Biomolekuien verwenden, um ein spezifisches Biosignal z.B. 
die Konzentration von Milchsaeure, Zucker, Aminosaeuren,.. in ein unspezifisches 
chemisches Signal z.B. Konzentration von Wasserstoffperoxid umzuwandein, welches 
sodann elektrochemisch in eine elektrische Groe&e umgewandelt wird r die der gesuchten 
Analytkonzentration proportional ist. Als Nachweissyteme fur DNA und RNA sind Enzym- 
markierte Assays (Northern-. Southem-Blott, PCR + ELISA,..) bekannt, die die katalytische 
Wirkung von Enzymen verwenden, um ein spezifisches Biosignal d.h. die Hybridisierung 
von DNA und RNA mit Hilfe eines z.B. Enzymlabels in ein unspezifisches chemisches 
Signal z.B. Konzentration von oxidiertem ABTS, in p-Nitrophenylphosphat, indigoblau... 
umzuwandein, welches sodann elektrochemisch oder optisch ausgewertet wird. Es ist 
bekannt, daQ diese Assays eine gute Sensitivitaet jedoch grundlegende Probleme durch 
unspezifische Hybridisierung und komplizierte Durchfuhrung aufweisen. Als 
Nachweissysteme fur DNA und RNA sind weiters optische Systeme wie Surface Plasmon 
Resonance - Sensoren bekannt, welche die Hybridisierung von DNA und RNA auf einem 
Sensorchip in ein optisches Signal umzuwandein vermoegen. Es ist jedoch weiters 
bekannt, daR der groBe apparative Aufwand und die im Vergleich zu den Enzymassays 
mae&ige und daher fur viele Anwendungen nicht ausreichende Empfindlichkeit dieser 
Sensoren diese Technik nur fur manche Bereiche einsetzbar macht . 
Die Erfindung zielt darauf ab, durch einen neues Sensorprinzip und/oder einer neuartigen 
selektiven Membran die grundlegenden Einschraenkungen insbesondere in der 
Nukleinsaeureanalytik zu beseitigen. Die essentielle Biokomponente soli in diesem 
Sensoraufbau nicht zur katalytischen Verstaerkung der Analytbindung Verwendung finden, 
sondem als selektive Baniere zur umgebenden Loesung. Der Analyt z.B. DNA oder RNA 
dient sodann direkt oder indirekt zur Steuerung des lonenkanals. Durch diesen lonenkanal 
koennen pro Sekunde und Kanal bis zu 10 Millionen lonen in einen schmaien (< 10 pm) 
Membran-Elektrodenraum einfliefcen und dieser tonenflufl direkt elektrochemisch (etwa 1- 
10 pA je offener Kanal) , konduktometrisch, fiuorimetrisch oder mit einer anderen 
geeigneten Methode bestimmt werden. Eine Stoerung des Measignals durch andere 
Komponenten der Loesung wird durch die selektive Membran unterdrvickt. Die voriiegende 
Erfindung nutzt die genaue Immobilisierung eines kleinen Oligonukleotids und/oder einer 
interkalierenden Substanz am Eingang des Kanats. An diese wird anschliellend der groGe 
Analyt (z.B. DNA oder RNA) am Kanaleingang selektiv gebunden. 
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Die zweite Teil des neuartigen Sensorkonzepts ist die Membrantechnologie. Es wird dabei 
der Vorteil der „black lipid membranes" d.h. der freie Zugang zu beiden Membranseiten mit 
dem Vorteil der „self assembling membranes" d.h der stabilen Anordnung eines selbst 
aufbauenden Lipidfilms kombiniert. Die Wahl eines Photo- oder Elektropolymers ats 
Traegermatrix fur den Lipidfilm und die kovalente Kopplung der Lipidmonomere an diese 
GeloberfJaeche stabilisiert den Lipidfilm gegen mechanische Zerstoerung, bzw. gegen das 
Floaten des zweiten Lipidfilms der Doppelmembran. 

Dunnschichttechnologische Verfahrensschritte sind ein weiterer wichliger Teil im Rahmen 
des Sensoraufbaus. Dabei soli zuerst der elektrochemische Sensor nach etablierten 
dunnschichttechnologischen Verfahren gefertigt werden. Sodann wird mit Photolacken z.B 
aus der AZ - Serie (z.B. AZ 1505) die Rahmenstruktur fur den Lipidfilms aufgebaut. Der 
naechste Schritt ist sodann die Fullung der hydrophoben Rahmenstruktur mit einem 
hydrophilen Gel Photopolymer als Traegersystem fur die Lipidmembran. Diese beiden 
Schritte koennen technolgisch vorteilhaft auch in umgekehrter Reihenfolge ausgefuhrt 
werden. 

Die Kopplung des Faengeroligonukleotids an den Gramicidin Kanal erfolgt durch selektive 
chemische Modifikation der carboxyterminalen Struktur. 

Die Erfindung zielt darauf ab, eine neuartiges, hochsensitives Sensorprinzip mit der 
Erfassung einzelner Molekule zu schaffen . Die Empfindlichkeit wird real durch die 
Bindungskonstante ( z.B. DNA/DNA bzw. RNA/DNA) und durch den Zeitbedarf des 
Aufeinandertreffens der beiden Nukleinsaeuremolekule begrenzt. 

Weiters zielt die Erfindung auf den Aufbau solcher Sensoren mit Dunnschichttechnologie- 
kompatiblen Methoden wie Dunnschichtsubstraten, Sputtern und Aufdampfen der 
Metallelektroden, Einsatz von Photolacken und mit photosensitiven Polymeren 
hergestellten, diinnschichttechnolgischen Lipidmembrantraegem ab und beinhaltet daruber 
hinaus auch den neuartigen Aufbau von Lipid- oder Polymermembranen an Phasen- 
Grenzflaechen. 

Die DNA-Analytik stellt immer groeliere Anforderungen an die Selektivitaet und Sensitivitaet 
von Mefisystemen. Schnellere und insbesondere einfachere Testverfahren in der DNA- 
Diagnostik ermoeglichen vielfach erst die routinemaeGige Bestimmung von Tumorgenen, 
Viren, Erbkrankheiten... in der Arztpraxis oder zumindest abseits etablierter 
Universitaetskliniken. Daruber hinaus kann auch die direkte Messung durch den Patienten 
neuartige Moeglichkeiten eroeffnen. 

Der Einsatz des neuen Sensortyps ermoeglicht die Nutzung der Faehigkeit zur 
Hybridisierung von Analyt-DNA und -RNA mit Faengeroligonukleotiden am Sensorkopf. Der 
Einsatz der neuen Membranen ermoeglicht den Aufbau neuer Sensortypen unter Nutzung 
nahezu aller biochemischer und chemischer Affinitaetsreaktionen. Ein solcher Sensor kann 
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Sensorrohlinge aufgebracht werden und durch Photocrosslinker (meist Carben und Nitren - 
Bildner z.B. 4,4^Bisazidostilben-2,2'-disulfonsaeure) mit langwelligem UV (360 nm) zu 
Polymerfilmen vemetzt werden. Die reaktiven funktionellen Gmppen des Polymers koennen 
dann aktiviert und zur Kopplung von Proteinen, Peptiden und Lipiden verwendet werden. 
Da Lipidfilme sowohl untereinander als auch an der Zellwand nicht durch kovalente 
Wechselwirkungen gebunden sind, koennen sie ieicht unter desintegrierenden 
Bedingungen extrahiert werden. Dazu eignen sich hydrophobe Agenzien, Detergentien und 
Alkalien. 

Zum Aufbau einer stabilen Lipidmembran mussen zwei grundsaetzliche Probleme geloest 
werden : Stabile Bindung des Lipidfilms an die Unteriage und das Verhindem des 
Abfloatens des oberen Lipidfilms im Lipiddoppellayer. Die stabile Bindung des unteren 
Lipidfilms an die Geloberflaeche erfolgt durch hydrophobe, ionische oder kovalente 
Kopplung von z.B. Thiolipiden an eine chemisch reaktive Oberflaeche. Dabei wird vor der 
Aufbringung des Thio-Lipidfilms auf die Oberflaeche dieselbe in folgender Weise modifiziert 
: Einfuhrung reaktiver Gruppen ( z.B. durch Sauerstoff- Oder Chlorplasma ) und Kopplung 
der reaktiven Gruppen mit bivalenten Crosslinkern wie z.B. Divinylsulfon. Der in der 
genannten Weise aktivierte Sensor wird in ein Bad mit in organischem Loesungsmittel 
geloesten Thio - Lipiden getaucht, es erfolgt das „self assembling" und die kovalente 
Bindung des Lipidfilms. Ein Anteil an frei beweglichen Lipiden ermoeglicht die fluide 
Struktur der Lipidmembran. 

Bei Verwendung von nicht bolaamphiphilen Esteriipiden - analog eukaryontischen Zellen - 
muss der zweite Lipidfilm am Ersten kovalent gebunden verankert werden. 
Die Verwendung der neuartigen zyklischen Transmembranlipide ersetzt eine 
herkoemmliche Doppellayermembran. Die zyklischen Lipide koennen in einer optimierten 
Synthese mit hoher Ausbeute gewonnen werden (meist 10-50 %). Die Lipide weisen 
aehnliche aber optimierte Struktur wie Tetraetherlipide aus manchen insbesondere 
thermophilen Bakterienmembranen auf. Der Aufbau als makrozykiisches Ringsystem 
ermoeglicht eine hohe Stabilitaet und gro&e thermische Belastbarkeit. Weiters ist ein 
Coating mit einem einzelnen Tauchvorgang durch eine Lipidgrenzschicht moeglich. 
Insbesondere die Kombination mit Boronsaeuren optimiert zusaetzlich die Haftung jeder 
Lipidmembran an einer meist hydrophilen Oberflaeche. Dabei kommt es zu einer 
Wechselwirtoing von Organoboronsaeuren mit vicinalen cis-Diolen der jeweils anderen 
Phase. Diese Art der Haftungsverstaerkung ist den anderen insbesondere durch den 
geringen Platzbedarf des Bors uberiegen, da dadurch die Lipidphase in keiner Weise 
verzenrt wird. 

Die stabile Haftung des Lipidfilms an der Geloberflaeche erfolgt durch hydrophobe, ionische 
Oder kovalente Wechselwirfcung der Lipide mit der Supportoberflaeche. Dabei kann vor der 
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Beispiel 1 : Aufbau der Sensorsubstrate 

Verwendung von Sensorsubstraten aus Alkali-, Pyrex-Glas. Aluminiumoxid Oder 
Kunststoff (z.B. Polyimid) 

• Herstellung von Photomasken uber CAD, DXF - File und Pattemgenerator 

• Herstellung von Tochtermasken 

• Hochvakuumbedampfung bzw. Sputtem der Elektroden 

• 50 nm Titan, 100 nm Gold, 

• Anlage : Balzers. ESQ 110, BB800 059BD mit 270* 
Elektronenstrahlumlenkkanone bei 2.10" 5 Torr, 150°C 1 nm/s 

V 

bzw. Laboranlage der Fa. Balzers 

• Photolack AZ5218 E, positiv 4000 rpm, 30 s 

• Mask-aligner : Karl Suss Modell MA 45, 360 nm 350 W . 7.5 s 

• Photolack - Entwickler AZ - Developer / Hoechst 60 s 

• Einbacken bei 120°C , 30 mrn 

• Gold aetzen mit Kl/I 2 

• Titan aetzen mit gepufferter HF 

• 30 min, 80°C, Ultraschall mit AZ - Remover 

• Ethanol Waschschritt 

• Kaschieren auf Haftfolie 

• Saegen der Wafer mit 100 Diamantsaege 

Beispiel 2 : Reinigung des Gramicidin A 

Gramicidin A wird von Gramicidin B und C aus der Mischung (= Gramicidin D) auf einer SI - 
100 Polyol Saeule der Fiona Serva mit einem Gradient von 0 - 80 % Methanol getrennt. 

Beispiel 3 : Carboxyterminale Modifikation des Gramicidins 

500 mg Gramicidin A werden mit 10 ml Benzol geruhrt, ein 3 - 5 facher Uberschufl des 
Carboxyigruppen modifizierten Liganden zugegeben und mit 10 fachem molaren 
UberschuB eines Carbodiimids ( z.B. Dicyclohexylcarbodiimid ) versetzt. Die Reaktion wird 
bei Raumtemperatur im Dunkeln vorgenommen. Der Verlauf der Reaktion wird auf Siligagel 
- Platten mit Hilfe der Dunnschichtchromatographie (Chloroform / Methanol / Wasser : 
100/10/1) verfolgt. 

Das Reaktionsgemisch wird sodann auf einer praeparativen C-18 Reversed Phase Saeule 
mit Methanol / Wasser gereinigt. 
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Beispiel 7: Reinigung von Platinsensorelektroden 

Nach der Verwendung von loeslichen Thio-Verbindungen sind Metalloberflaechen chemisch 
bzw. elektrochernisch blockiert = derivatisiert. Urn die kovalente Bindung der Thiole mit der 
Elektrodenoberflaeche zu brechen, wird die Elektrode elektrochernisch zwischen -600 und 
+1200 mV (bis in den Bereich der Sauerstoffentwicklung) versus Ag/AgCI gereinigt. Die 
elektrochemische Reinigung erfoigt durch Anlegen einer zeitlich variablen Spannung an 
einen in neutralen Puffer eingetauchten Sensor. 

Beispiel 8 : Lipid- und Kanalbeschichtung der Sensorelektroden 

Die in einem organischen Loesungsmittel geloesten Lipide (2-30 pg /100 cm 2 Oberflaeche) 
und modifizierte-lonenkanaele (10 - 10 8 Molekule / mm 2 ) werden an einer Luft/Flussigkeit- 
Phasengrenze auf einem LB-Trog gespreitet. In einem automatisierten LB-System wird der 
Lipidfilm von einer fluiden in eine semikristalline Phase komprimiert Der Sensor wird 
sodann durch den Lipidfilm gezogen wobei ein Nanoaktuator der Firma Physik- 
Instrumente/Deutschland (von einem DC-Motor mit der Aufloesung von 60nm angetrieben) 
verwendet werden kann. 

Ungesaettigte Lipidfilme werden mit einer Photomaske bedeckt und durch das Licht einer 
SOW Mitteldruck Quecksilberdampflampe etwa 120 Sekunden vernetzt. Dabei werden die 
Lipide sowohl innerhalb der Lipidschicht als auch mit einem reaktiven Traeger vernetzt. Der 
Einbau modifizierter Kanaele kann in analoger Weise mit Mischungen aus Lipid und 
Kanalpeptiden erfolgen, 

Beispiel 9 : Koppiung von SH-Oligonukleotiden an ein NH 2 -Kanalpeptid 
Ein Kanalpeptid mit reaktiver NH 2 -Gruppe (20mg/ml) wird in Phosphatpuffer 0.1 M / EDTA 
0.1 M geloest (bei hydrophoben Peptiden unterZugabe eines Loesungsvermittlers) und 0.5- 
5mg/ml Sulfosuccinimidyl-(4-jodacetyl)aminobenzoat zugegeben. Die Reaktionsdauer 
betraegt bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz 20-60 Minuten. Nach der Abtrennung 
des Kopplungsreagenzes durch HPLC wird ein 1-5 fach molarer Uberschufc an SH- 
modifiziertem Oligonukleotid zugegeben. Die Reaktionsdauer betraegt bei 4°C und unter 
Lichtschutz 8 -16 Stunden. Als Reaktionsloesung kann ein Phosphatbuffer 0.1 M mit 0.1 M 
EDTA pH = 8.3 verwendet werden. Der Uberschufi an reaktivem Kanalpeptid wird mit 
Cystein abgefangen und die Mischung auf einer semipraeparativen HPLC-Saeule gereinigt. 

Beispiel 10 : Koppiung von NH 2 -Oligonukleotiden an ein SH-Kanalpeptid 
Ein Oligonukleotid mit reaktiver, terminaler NH 2 -Gruppe (20mg/ml) wird in NaHCO 3 0.2 M / 
EDTA 0.1 M, pH = 9.3 geloest (bei hydrophoben Peptiden unterZugabe eines 
Loesungsvermittlers) und 0.5-5mg/ml Sulfosuccinimidyl-4N-maleinimidomethyl cyclohexanl- 
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Beispiel 13: Oligonukleotide fur einen HIV1/2-Virus Sensor 
Als Faengeroligonukleotide werden komplementaere Sequenzen von 15-30 bp zu 
Sequenzen aus dem Protein gp41 auf einem Oiigonukleotidsynthesizer gewonnen. Als 
Sequenzen werden komplementaere Sequenzen zu den Nukleotidsequenzen die den 
folgenden Aminosaeuresequenzen entsprechen verwendet : 

HIV1: LGLWGCSGKLIC 

LGMWGCSGKLIC 
HIV2: LNSWGCAFRQVC 

Beispiel 14: Aufbau einer Elektropolymermembranmatrix mit substituierten Polypyrrolen 
Als Monomer koennen z.B. 

1- Carboxyalkyl-pyrrol, 

2- (1-Pyrroloacetyl)-glycin, 
1-Alkylpyrroi, 
4-Carboxybenzytpyrrol, 
4-Nitrophenylpyrrol, 
4-(3-Pyrrolo)-4-ketobuttersaeure, 

3- ((Keto-4-nitrophenyl)methy!)pyrrol oder analoge Verbindungen verwendet werden. 

Die Monomere werden in 0.5 prozentiger Loesung in Acetonitril geloest und 2.5 % Leitsalz 
(LiCICU, NR 4 BF 4 , NR 4 PF 6 , R=Alkyl) zugegeben. Die klare Loesung wird 10 Minuten mit 
Argon gespult. Dann werden die Elektroden cyclovoltammetrisch mit den Elektropolymeren 
uberzogen (Scangeschwindigkeit = 100mV/s). Der Spannungsbereich wird dabei so 
gewaehit, daft eine deutliche anodische Stromzunahme durch den Polymerisationsvorgang 
waehrend der ersten Zyklen beobachtet werden kann z.B. -300 bis 1400 mV versus 
Ag/AgCI. 

Beispiel 15 : Reduktion von 1,24-Tetracosandisaeure (Figur2) 
Ansatz 1: 0.005 mol 1,24-Tetracosandisaeure (2 g) 

0.0083 mol LiAIH 4 (8.3 ml einer 1M Losung in THF) 

60 ml Pyridin getrocknet uber Molekularsieb 4A 
Die Tetracosandisaeure wird in 60 ml trockenem Pyridin gelost, das LiAIH 4 unter Ruhren 
zugetropft. Anschliefiend wird die Reaktionslbsung 4 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das 
Reaktionsgemisch wird auf Eiswasser gegossen, der Niederschlag abgenutscht, mit 3N 
HCI, H 2 0 und gesaettigter NaCI Lbsung gewaschen und aus Toluol umkristallisiert Urn den 
Erfolg der Reaktion zu uberprufen, wird eine Dunnschichtchromatographie durchgefuhrt. 
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Das Reaktionsgemisch wird in 35 ml trockenem Toluol (uber Molekularsieb 4A) mindestens 
8 h refluxt. Beinn Abkuhlen faellt das Produkt aus. Um den Erfolg der Reaktion zu 
iiberpnufen, kann eine Dunnschichtchromatographie (Kieselgelplatte mit 
Fluoreszenzindikator 254 nm) durchgefuhrt werden. 
Laufmittel: Toluol/Dioxan/Essigsaeure = 90/25/4 

Detektion: UV-Lampe, 254 nm 

Ausbeute: 2.27 g (87% der Theorie) 

Beispiel 19 : Synthese von 1,6,23,28 Tetraoxacyclotetratetraconta-3,25dien-2, 5,24,27 
tetron (Figur 3) 

Ansatz: 0.0022 mol 

Bis-(2-butendicarboxysaeure)-1,16-hexadecadiylester (1 g) 

0.0022 mol 1,16-Hexadecadiol (0.57 g) 

0.22 g p-Toluolsulfonsaeure 
Das Reaktionsgemisch wird in 200 ml Toluol unter Ruckflufc mindestens 8 h gekocht. Das 
Losungsmittel wird abgedampft und der Ruckstand aus Ethylacetat umkristallisiert. Um den 
Erfolg der Reaktion zu uberprufen, wird eine Dunnschichtchromatographie (Kieselgelplatte 
mit Fluoreszenzindikator 254 nm) durchgefuhrt. 
Laufmittel: Toluol/Dioxan/Essigsaeure = 90/25/4 

Detektion: UV-Lampe, 254 nm 

Ausbeute: 0.32 g 
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6. Biosensor nach Anspruch 1 und 4, dadurch gekennzeichnet, daG die Membran 
auf den wasserhaltigen und Oder leitfaehigen kovalent Oder ionisch vemetzten Polymeren, 
Biopolymeren, Gelen, Dendrimeren oder kristallinen Festkoerpern kovalent gebunden ist. 

7. Biosensor nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daG er einen Rahmen fur 
die Membran aufweist, der durch Photostrukturieren einer Dunnschicht von Polymeren, 
Glaesem, Keramiken, Kohlenstoff, Metallen oder Halbieitern erzeugt ist. 

8. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft Kanalmolekule aus 

Peptiden oder Proteinen verwendet werden. 

9. Biosensor nach Anspruch 1 und 8. dadurch gekennzeichnet, daG als Kanaele 
Peptidkanaele mit einer 6.3 Helix verwendet werden. 

10. Biosensor nach Anspruch 1, 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, daG als Kanaele 
Peptidkanaele aus Gramicidinen, modifizierten Gramicidinen und deren kovalent 
verknupften Dimeren insbesondere N- terminal verknupften Dimeren verwendet werden. 

11. Biosensor nach Anspruch 1 und 8, dadurch gekennzeichnet, daG als Kanaele 
kovalent vemetzte Alamethicin Kanaele verwendet werden. 

12. Biosensor nach Anspruch 1 und 8, dadurch gekennzeichnet, daG als Kanaele 
stabile monomere Bakterientoxine verwendet werden. 

13. Biosensor nach Anspruch 1 und 8, dadurch gekennzeichnet, daG die Liganden 
am oder nahe dem Carboxyterminus des Kanalpeptids gebunden sind. 

14. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daG als Kanaele 
synthetische zyklische Peptide oder zyklische aus Zuckereinheiten aufgebaute Molekule 
wie hydrophob modifizierte Cyciodextrine verwendet werden. 

15. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daG er als Kanaele 

Loecher in einer Membran aufweist. 

16. Biosensor nach Anspruch 1 und 15, dadurch gekennzeichnet, daG eine 
Membran mit Loechem, hergestellt durch radioaktiven BeschuG der Membran, durch 
naGchemisches AeAtzen, durch Plasmaaetzen, durch Aufbau einer Isolationsschicht urn 
leitende Inseln, mit nanotechnologischen Scannern oder Stempeltechniken, verwendet wird. 

17. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daG die Membran auf 
einer Seite von einer waessrig/organischen oder organischen oder siliziumorganischen 

Flussigkeit bedeckt ist. 

18. Biosensor nach Anspruch 1 und 17, dadurch gekennzeichnet, daft in der 
organischen oder siliziumorganischen Flussigkeit Salze oder lonencarrier geloest sind. 

19. Verfahren zur Bestimmung der Konzentration von DNA und RNA mit Hilfe eines 
Biosensors nach den Anspruchen 1,4 und 5, dadurch gekennzeichnet, daft die durch die 
Hybridisierung in den Membrankanaelen hervorgerufene AAenderung des lonen- und/oder 
Elektronenstroms gemessen wird. 



WO 97/20203 



- 17 - 



PCT/AT96/00230 



verbunden werden, welche danach durch Oxidation mit z.B. Osmiumtetroxid in vicinale cis- 

Diole umgewandelt werden. 

33. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die cis-Diole mit 
Boronsaeuren der benachbarten Schicht Addukte bilden. 

34. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die beiden 
Transmembranketten der Lipide nach Figur Al\ durch Linker aus Maleinsaeureestem 
verbunden werden, welche danach durch Addition von Thiolen, beispielsweise 
Hydroxyalkylthiolen Oder Mercaptopropylsilanen derivatisiert oder vemetzt werden. 

35. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& die beiden 
Transmembranketten der Lipide nach Figur 4/I durch Linker aus Maleinsaeureestem 
verbunden werden, welche danach durch Addition von Borverbindungen, insbesondere 
Borhalogeniden derivatisiert werden. 
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Formeln 1,11 und III 




- Fig. 4 - 



(Xd f Xa- 2 ..Xd n }— | 



' — (Xb r Xb- 0 . . Xb m ) ' 



0-(Xa r Xa- 2 .. Xa n )-0 



Zi Z 2 
l| l_0-(Xb r Xb- 2 ..Xb m )-0— J 



, — CO-O-fXa^ Xa- 2 .. Xa n )-0-CO — , 

Zi Z 2 
1 — CO-0-(Xb r Xb- 2 .. Xb m )-0-CO — ' 



WO 97/20203 



6/6 



PCT/AT96/00230 



- Fig. 6 - 
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